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TSC2は，C末端に GAP（GTPase activating protein）ドメインを持ち，TSC1や TBC1D7
と複合体を形成する。そして，この複合体が安定的にリソソームに局在し，TSC2の GAP活
性により下流の低分子量 Gタンパク質 Rheb（GTP-binding protein Rheb）を制御する。Rheb
はさらにタンパク質生合成を司る mTORC1（mechanistic target of rapamycin complex 1）
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化予想サイト MASAによって示されたメチル化予想部位を含む TSC2ペプチド 6種類と PR- 
MT1を反応させ，TSC2メチル化を解析した。その結果，TSC2のアミノ酸配列 1432–1482 
を含む TSC2ペプチドのみでメチル化が検出された。さらに，TSC2 メチル化部位の同定を 
試みるため，TSC2ペプチド（aa 1432–1470）の R1457/459を Alaに変異したペプチドと， 
PRMT1を反応させた。その結果，TSC2の R1457/1459の変異においてメチル化レベルが低 
下した。本結果は，PRMT1による TSC2の R1457/1459の新規メチル化修飾を示した。 










結果，TSC2メチル化が PRMT1 KD細胞において減少した。本結果は，TSC2が PRMT1により
細胞内においてメチル化修飾を受けることを示した。 
C) TSC2と PRMT1の細胞内結合の解析 








② TSC2メチル化が AKT依存的なリン酸化に及ぼす影響の解析 
 TSC2メチル化部位 R1457/59は，AKTによるリン酸化修飾の標的となる TSC2の T1462のリ
ン酸化のモチーフ中に存在する。そのため，PRMT1による TSC2メチル化は AKTによるリン
酸化を妨害する可能性があり，これを解析した。 
A) TSC2メチル化が AKTによるリン酸化に及ぼす影響の解析（in vitro） 
本解析は PRMT1による TSC2のメチル化が AKTによるリン酸化の障害になるかを解析し
た。まず初めに，TSC2の R1457と R1459の両方がメチル化されたメチル化ペプチドとメ
チル化されていない未修飾ペプチドを作成した。そして，in vitro kinase assayに供し
て，合成ペプチドとAKTを，リン酸基供与体ATPのリン酸基を放射性標識させた[γ-32P]ATP
と共に反応させた。その結果，メチル化ペプチドにてリン酸化レベルが低下した。本結果
は，TSC2メチル化が AKT依存的なリン酸化を妨害することを in vitroで示した。 
B) TSC2メチル化が AKTによるリン酸化に及ぼす影響の解析（細胞） 
本解析は，細胞内において TSC2メチル化が AKTによる T1462のリン酸化を妨害するか 






- 4 - 
 




A) PRMT１が TSC2タンパク質発現量に及ぼす影響の解析 
本解析は PRMT1による TSC2のメチル化が TSC2タンパク質発現量へ及ぼす影響を解析し
た。PRMT1阻害剤 AMI-5を 293T細胞に添加し，TSC2タンパク質発現量を解析した結果，
AMI-5添加で，TSC2 タンパク質発現量は低下した。一方で，TSC2の mRNA発現量は変化し
なかった。さらに，PRMT1 KD 細胞株を作成し，その TSC2タンパク質発現量を解析した。
その結果，PRMT1 KD細胞において TSC2タンパク質発現量が低下し，PRMT1による TSC2の
メチル化レベルの変化が TSC2のタンパク質発現量に影響することを示した。 





















検証した。本研究は，PRMT1 による TSC2 の新規メチル化修飾を明らかにしたと共に，その
メチル化が AKT 依存的なリン酸化の阻害要因になるという TSC2 メチル化の生理学的意義を




【実験 2- メチオニンが TSC2を介しインスリンシグナルに及ぼす影響の検証】 










解析した結果，TSC2 の mRNAの変化は見られなかった。本結果は，メチオニンが TSC2タ
ンパク質発現量に関与することを示した。 





低下した TSC2発現量が SAM添加で回復した。次に，メチル基供与体 SAM合成酵素 MAT2a
阻害剤シクロロイシンを 293T細胞に添加し，TSC2タンパク質発現量を解析した。その結
果，シクロロイシン添加で，TSC2タンパク質発現量が低下した。本結果は，メチオニン
が SAMを介した TSC2 メチル化を介して TSC2の安定性に寄与することを示した。 
 








B) メチオニンがインスリン依存的な TSC2安定化を制御するかの解析 
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  本解析では，メチオニンがインスリンシグナル依存的な TSC2のリン酸化にどのように 
関与するかを解析した。Myr-AKT（常時活性型 AKT）を強制発現した 293T細胞をメチオニ 
ン欠乏培地で処理し，TSC2のタンパク質発現量を解析した。その結果，Myr-AKT発現下に 





C) メチオニンが TSC2 を介した mTORC1活性を制御するかの解析 
 本解析は，メチオニンが TSC2安定化を介した mTORC1活性の制御メカニズムを解析した。




ず初めに，SAMTOR KD 細胞を作成し，メチオニン欠乏培地で 2時間および 8時間それぞれ
処理し，その際の mTORC1活性を解析した。その結果，SAMTOR KD 細胞はメチオニン欠乏
培地の短時間処理（2時間）で S6Kのリン酸化レベルが上昇する（SAMTOR依存的）ものの，
メチオニン長時間処理（8時間）では変化は見られなかった。すなわち，メチオニンは







必須アミノ酸メチオニンは SAM の前駆体であることから，メチオニンが TSC2 の安定性に
及ぼす影響を解析した。メチオニンによる TSC2タンパク質発現量の制御は，TSC2メチル化
を介して制御されることを示した。また，TSC2 においてインスリンおよびメチオニンのシ


















審 査 報 告 概 要 
 
本研究ではガン抑制タンパク質である TSC2のメチル化修飾に着目し，その翻訳後修飾に





チル化を介して TSC2 の機能を制御するという，ガン抑制タンパク質 TSC2の新規制御メカニ
ズムの一端を示した。これらの研究成果等を詳細に検討した結果，審査委員一同は博士(農
芸化学)の学位を授与する価値があると判断した。 
